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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria, aguda ou cronica, e de
grande importancia num rebanho leiteiro pela diminui¢cdo significativa que provoca na
producéo de leite. A reducdo do custo de mastite bovina é necesséaria para manter os
produtores leiteiros economicamente competitivos e o custo dos produtos lacteos
razoavel. Entretanto, os métodos atuais para reduzir a incidéncia de mastite contam com
medidas profilaticas e terapéuticas que nédo sao totalmente efetivos. Este é o motivo pelo
guais outros métodos de controle sdo necessarios, e uma abordagem é melhorar a
resisténcia genética natural das vacas a patdégenos do Ubere (DETILLEUX, 2002).

Devido ao grande numero de casos subclinicos, o diagnostico depende
amplamente de testes indiretos, que, por sua vez, dependem do conteudo de leucécitos
do leite. As perdas econémicas pela mastite s&o totais, causando diminui¢do na qualidade
e da producgédo de leite, gastos com medicamentos, assisténcia técnica e reposicdo de
animais. Diversas estratégias de melhoramento animal aliadas ao desenvolvimento de
técnicas de genética molecular, resultaram em aumento da producdo e modificacdo da
composicao do leite, melhorando sua qualidade (DEL LAMA e ZAGO, 1995).

O polimorfismo das proteinas do leite pode estar relacionado com producéo,
composigdo, e qualidade do leite. Assim sendo, a identificacdo de marcadores genéticos
bioquimicos tem ampla aplicagdo em programas de selec¢éo.

Desta forma, no presente trabalho pretendeu-se empregar técnicas de Marcadores
Genético Bioquimicos com estudo de proteinas possivelmente associados a ocorréncia de
mastites.

E sabido que cada popula¢do possui uma grande quantidade de genes. Muitos
genes possuem um ou mais alelos comuns em uma populacédo. Esta coexisténcia de
varios fendtipos distintos, comuns e geneticamente determinados em uma populacao, é
conhecida como polimorfismo genético (HARGROVE et al., 1980).

A importancia do estudo dos genes que controlam diferencas bioquimicas em
animais estd no conhecimento da origem das ragas, sua evolugdo e parentesco.

Possibilita também o melhor conhecimento dos problemas referentes a acao génica e



sintese de proteinas. Em se tratando de bovinos, relaciona-se também com a producéo
de carne e leite (BORTOLOZZI, 1979).

O sistema polimorfico caracteriza-se pela ocorréncia de um loco, com dois ou mais
alelos alternativos, apresentando frequéncias génicas que variam de 0,01 a 0,99
(MORTON, 1976). Os polimorfismos sdo na verdade variantes de proteinas
geneticamente determinadas, geralmente identificadas por métodos eletroforéticos. O
polimorfismo bioquimico de proteinas tem sido fonte de inUmeras investigagfes, tanto no
homem como nos animais, principalmente os de interesse zootécnico. Os polimorfismos
promovem a especializacdo genética em cada nivel ecoldgico, permitindo a populacéo
animal ocupar com vantagem o ambiente. A selecdo conserva os genes favoraveis
formando um conjunto de genétipos relacionados com a capacidade de adaptacdo. Os
genes que controlam o polimorfismo das proteinas sdo codominantes. Sendo assim,
todas as combinacBes genotipicas possiveis podem ser evidenciadas através da
eletroforese, isto é, todos os genétipos podem ser diretamente identificados a partir dos
fendtipos observados. Em alguns casos, praticamente ndo ha variacédo e os sistemas sao,
portanto, monomorficos, sem quase nenhum valor como marcadores genéticos
(BORTOLOZZI; PAGANINI; MENDES, 1982).

s

Um sistema polimérfico é considerado de interesse como marcador genético
guando a variante menos freqlente é suficiente para caracterizar um grupo étnico
particular. A variabilidade e utilidade de cada sistema devem ser primeiro verificados em
cada populagéo, pois um sistema pode ser polimérfico e Gtil numa populacdo, e ndo em
outra.

Os principais mecanismos genéticos responsaveis pelos polimorfismos sdo a
heterose e a selecao disruptiva. A heterose pode provocar a retencdo de mais de um alelo
em determinado loco, resultando em um polimorfismo que aumenta a capacidade
adaptativa de uma populacdo em seu habitat. Para as racas de animais domésticos
amplamente dispersas, a selecdo disruptiva tem desempenhado importante papel na
criacdo de muitos polimorfismos. Os fluidos corporais e 0s cromossomos das espécies
animais, sao fontes importantes de estudo para os sistemas polimérficos. No que se
refere aos liquidos corporais, os polimorfismos sangliineos sdo o0s que tém sido
estudadas com mais énfases. Consideradas ferramentas Uteis pelos melhoristas, pois
podem ser associados a caracteristicas zootécnicas desejaveis, & alelos variantes,

normalmente denominados marcadores genético-bioquimicos, pois marcam uma estrutura



ou processo biologico, sdo largamente empregadas na identificacdo de paternidade,
distancias entre ragas e entre cruzamentos (BORTOLOZZI; PAGANINI; MENDES 1982).

A maioria dos sistemas polimorficos de proteinas conhecidas nos animais, foram
descobertos de acordo com a metodologia descrita por Smithies (1955), tendo o gel de
amido como meio suporte.

Os grupos sangulineos, as proteinas plasmaticas e as enzimas eritrocitarias
mantém o mesmo fendtipo ao longo da vida animal. A variabilidade, determinada
geneticamente, resulta no aumento do nimero de marcadores genéticos, 0s quais podem
ser identificados através de técnicas laboratoriais. Portanto, a eletroforese de proteinas
em animais domésticos obtém medidas de variacdo genética e suas relacbes, além da
contagem de genes marcadores, de acordo com o fendtipo protéico. Como os genes que
codificam tais proteinas apresentam heranca mendeliana simples, as variantes protéicas
de sangue, marcadores genéticos, tém muitas aplicacdes (BORTOLOZZI; PAGANINI;
MENDES, 1982).

A hemoglobina é o maior componente protéico dos gl6bulos vermelhos. Sua
molécula é constituida de quatro cadeias semelhantes de aminoacidos, duas a duas. Os
membros de um par formam a cadeia alfa, e 0os outros a cadeia beta e diferem entre si
apenas na sequéncia de aminoacidos. Tem como funcdo principal o transporte de
oxigénio dos pulmdes até os tecidos e o transporte de dioxido de carbono até os pulmdes
(RAMOS, 1986).

A descoberta da primeira variagdo genética de uma proteina detectada por Pauling
et al. (1949) por meio de eletroforese de papel, foi o ponto de partida para o conhecimento
atual dos varios tipos de hemoglobinas, tanto no homem como em animais. Os autores
demonstraram que pessoas portadoras de anemia falciforme apresentavam um tipo de
hemoglobina diferente das pessoas normais.

As duas variantes de hemoglobinas encontradas nos bovinos foram primeiramente
descritas por Cabannes e Serain (1955). O tipo mais comum (HbA) é identificado por uma
zona eletroforética de migracdo lenta e o outro tipo menos freqlente, caracterizada por
uma zona eletroforética que migra com maior rapidez (HbB). Os animais heterozigotos
apresentam as duas zonas, sendo, portanto um caso de codominéancia.

Schroeder et al. (1967) descreveram variantes na estrutura protéica primaria das
hemoglobinas A e B (HbA e HbB). As moléculas da cadeia alfa possuem 141 aminoacidos

e as da cadeia beta apresentam 145 aminodacidos. As cadeias alfa das hemoglobinas A e



B sdo idénticas, enquanto que a cadeia beta da hemoglobina A difere da cadeia beta da
hemoglobina B nos sitios 15, 18 e 19. Os aminodcidos identificados nessas posi¢des sao
glicina, valina e lisina na HbA e serina, histidina e aspargina na HbB.

Balani, Ranjekar e Barnabas (1968) afirmaram que a hemoglobina esta associada
as caracteristicas adaptativas, e que por sua vez a melhor adaptacao reflete-se também,
sobre o melhor desempenho produtivo e reprodutivo dos bovinos.

Foram identificados, em bovinos, de acordo com a mobilidade de suas bandas,
seis tipos diferentes de hemoglobina. Os fendtipos dessa molécula receberam as
seguintes designacbes: AA, BB, CC, A" (Killary), DD, AE, AG, AB, BC e FF
(SCHWELLNUS e GUERIN, 1977).

Khanna (1973) mostrou que o polimorfismo da hemoglobina apresenta trés
fendtipos: AA, BB e AB, os quais estdo presentes nas racas zebu indianas. A
hemoglobina B estd em alta freqiiéncia nas racas indianas, podendo ser considerada
como uma prova de adaptacdo genética ao meio ambiente e estar correlacionada a
tolerancia ao calor, taxas metabdlicas e resisténcia a doencas.

Singh, Bhat e Singh (1981) pesquisaram entre 23 rebanhos diferentes, o
polimorfismo da hemoglobina no gado puro e cruzado. Baseado nos trés fenétipos
conhecidos AA, BB e AB, todas as racas de zebu pura revelaram incidéncia significativa
do alelo HbB com varia¢gbes na frequéncia génica entre os rebanhos, dentro e entre as
ragas.

Larsen e Thymann (1966) investigaram o polimorfismo da hemoglobina por
eletroforese horizontal em gel de amido testando amostras de 2067 animais das racas
Gir, Guzera, Nelore, Indubrasil e Tabapud, os quais exibiram alta frequiéncia dos alelos
HbA e HbB, indicando que as populacbes estdo em equilibrio genético.

Balani, Ranjekar e Barnabas (1968) trabalhando com cruzamentos raciais entre
Gir x Jersey e Bown Swiss x Frisian, encontraram uma associacdo altamente
siginificativas dos tipos de hemoglobina com a idade ao primeiro cio, onde HbB é mais
prevalente e esta relacionado com a puberdade e maturidade sexual precoce.

Banghan (1957) observou, em trés racas de bovinos (Jersey, Guernsey e South
Devon), que os animais portadores de hemoglobina do tipo HbB apresentavam maior
porcentagem de gordura no leite do que os de outros tipos.



As transferrinas foram descobertas na década de quarenta por Holmerg e Laurell
(1945) e Shade e Caroline (1946). Fazem parte de uma classe especial de proteinas
ligadoras de metal, as glicoproteinas, cujo peso molecular varia em torno de 88 kD.

Em bovinos foram descritos, diferentes tipos de transferrinas que passaram a ser
designadas pelas letras A, B, C, D e E, de acordo com a mobilidade eletroforética
(ASHTON, 1958). Posteriormente, esses mesmos autores descreveram trés alelos
codominantes autossdmicos, responsaveis pela heranca desses tipos (Tf*, Tf°, Tf). Cada
alelo d& lugar a trés ou quatro bandas, dependendo da espécie e da técnica utilizada.

No gado zebuino foram identificados mais dois alelos: Tf® e Tf" (ASHTON, 1959).
Posteriormente, foi encontrada uma subdivisdo do tipo D em dois tipos: D, e D,, de
distinta transmisséo hereditaria, com os seguintes alelos: T, Tf>* dos quais o primeiro
controlava a variante de maior mobilidade eletroforética (ASHTON, 1964). A literatura cita
ainda outros tipos de transferrinas, como a H (Tf") que ocorre em gado italiano Piemontés
(SARTORE ; BERNOCO, 1966) e a N (Tf"), em algumas racas da Africa ocidental
(BRAEND ; GASPARSKY, 1967).

Ashton (1959), Osterhoff e Heerden (1964) e Osterhoff e Neethling (1969)
postularam que as racgas apresentando o alelo Tff em alta freqliéncia, caracterizariam
animais com boa resisténcia ao estresse climatico e, assim, individuos homozigotos T
seriam mais resistentes ao calor que os homozigotos Tf* e Tf°; por outro lado, os
gendtipos T/T" e TIYT estariam correlacionados com pouco ganho de peso e baixo
coeficiente de conversédo alimentar (OSTERHOFF ; NEETHLING, 1969).

Pelo menos 10 alelos autossémicos codominantes, foram descritos em bovinos, a
saber: Tf", T, T2, T, TP, 1% T, TfY, TfF e Tf°, de acordo com a mobilidade
eletroforética, em ordem decrescente, em gel de amido, sendo EE e DE os mais
frequientes (SINGH ; BHAT; SINGH, 1981).

Segundo Larsen e Thymann (1966), hda uma associacdo significativa entre a
producédo leiteira e o gendtipo das transferrinas. Fémeas bovinas com locos TfD
apresentaram maior producéo do que aquelas com outros genaétipos.

Abe, Oishi e Suzuki (1969) identificaram o polimorfismo das transferrinas em gado
zebu, na india, sendo AA, AD, DD, DE, EE, e AE os fendtipos mais frequentes.

Balani, Ranjekar e Barnabas (1968) relataram polimorfismo da transferrina em
zebuinos criados no oeste de Cuba, com a ocorréncia dos alelos TfA, TfD e TfE e elevada

frequiéncia do alelo TfE em animais de origem indiana.



Osterhoff, Young e Wardcox (1970) pesquisaram, no gado zebu do oeste africano,
a frequéncia génica para locos Tf em 1100 amostras, revelando um fendtipo heterozigoto
nao descrito previamente TfF/TfG.

Segundo Soos, Horvath e Solyom (1971), o sistema transferrina do gado bovino
ndo é um polimorfismo balanceado e provavelmente é afetado pela presenca de efeitos
fisiologicos e/ou imunologicos desconhecidos.

Aschaffernburg e Drewry (1955) estudaram a relacdo entre transferrina e
habilidade de transmissdo da producédo de uros da raca Holandés preto e branco. As
filhas de touros TfAA e TfDD tinham maior porcentagem de gordura no leite do que
aquelas filhas de touros TfAD, porém com maior producao de proteina no leite.

Ashton (1959) investigou 125 animais da raca Brown, determinando as variacdes
de Tf e Hb para as caracteristicas de producéo de leite e indices de reproducéo nas trés
primeiras lactacfes. Os sistemas revelaram desempenho favoravel para os individuos
HbAB e TfA, porém os testes estatisticos provaram que caracteristicas de reproducéo e
producéo ndo séo influenciadas pelo polimorfismo da hemoglobina e transferrina.

A albumina sérica é uma proteina globular encontrada com relativa abundancia no
plasma dos animais. Simbolizada por Alb, apresenta pesos moleculares entre 65 e 70 kD
de acordo com a espécie animal estudada: humanos, bovinos, eqiinos e roedores
(CHARLWOOD, 1961). Sua principal funcdo é a manutencdo do equilibrio osmdtico,
sendo responsavel por 75 a 80% do efeito osmético do plasma, pois constitui pouco mais
da metade das proteinas plasméticas em peso, apresentando o menor peso molecular
dentre as principais proteinas plasmaticas. Outra funcdo é o transporte de &cidos graxos e
bilirrubinas. A albumina é uma das poucas proteinas plasmaticas que nao € glicoproteica.
Ocorrem em quantidades superiores a 50mg/dL de plasma, e sua forma é elipséide, com
dimensdes moleculares de cerca de 30 por 150 A (SMITH et al., 1983).

Apenas cerca de 40% da albumina estdo presentes na circulagdo, sendo o
restante encontrado no espaco extravascular de tecidos, sobretudo no musculo, na pele e
no intestino. Apresentam grande afinidade a vitaminas, hormdnios, ions metalicos e
acidos graxos (BENHOLD, 1962).

Além de suas fun¢Bes osmaticas, a albumina desempenha um importante papel no
transporte de diversas substancias, muitas das quais sdo poucos sollveis em agua. O
metabolismo normal dos lipidios requer albumina. De particular importancia é o transporte

de acidos graxos livres que se ligam fortemente a albumina, sendo assim transportados



do figado para os tecidos periféricos. A albumina liga-se também a bilirrubina,
transportando-a até o figado, onde é excretada na bile. As concentracdes plasmaticas de
diversas substancias, tais como Ca™, horménios esteroides e triptofano, so reguladas,
de certo modo, pela sua ligacdo a albumina. Por fim muitas drogas como sulfonamidas,
penicilina G, dicumarol, aspirina, etc., também se ligam fortemente a albumina (SMITH et
al., 1983).

O polimorfismo da albumina foi detectado inicialmente por Ashton (1964) e Braend
e Efremov (1965) que descreveram duas bandas distintas denominadas AlbA e AlbB,
controladas por dois genes autossémicos codominantes. Posteriormente, outros tipos de
albuminas foram identificados: G, D, E, F (Z&mbia), C e X, sendo os alelos denominados
por Alb* e Alb® e de Alb”™ e Alb®. Soos (1971) estudando uma raca de gado hiangaro,
descobriu um novo fenétipo de albumina, que denominou de AlbH9.

De acordo com Putnam (1965) 43% das proteinas séricas de bovinos sao
constituidas de albuminas, umas das proteinas de maior mobilidades eletroforética.
Kaneko e Cornelius (1970) verificaram que, quando um animal fica doente, geralmente a
alteracdo mais acentuada € a da fracdo de albumina. Segundo esses autores, o nivel das
proteinas plasmaticas em um animal normal é também um perfil relativamente constante,
e essa constancia é controlada geneticamente.

Estudando gendtipo de albumina sérica no gado bovino, Smith et al. (1983)
encontraram dois alelos Alb A e Alb B, e uma relacdo altamente significativa entre os
gendtipos da albumina e o peso ao nascimento e producéo de leite a primeira lactagdo. O
alelo B foi associado com aumento de producéo leiteira e maior peso ao nascimento.

Ashton (1964) estudaram polimorfismo bioquimico do gado da regiéo centro norte
da Espanha e determinaram 13 sistemas genéticos sanguineos, entre eles; hemoglobina,
transferrina e albumina, sendo que todos apresentaram polimorfismo. Encontraram uma
variante de albumina designada como AlbD, com mobilidade intermediaria entre os alelos
Alba e AlbB.

Palmer (1934) isolou a beta-lactoglobulina de amostras de leite desnatado, pela
técnica de fracionamento com sulfato de sddio apos remocdo das caseinas pela
precipitacdo acida. Posteriormente, Mckenzie (1967) empregando o fracionamento com
sulfato de amobnio, obtiveram uma quantidade de beta-lactoglobulina contaminada com
uma “substancia insolvel cristalina’. Aschaffenburg (1968) modificou o método obtendo

os dois tipos de proteinas, conforme citado por Mckenzie (1967). A fracao protéica do



soro lacteo por ele obtido consistia de beta-lactoglobulinas, chamada de proteina
vermelha. As proteinas vermelha e verde foram removidas pela precipitacdo de
albumina-sérica com sulfato de amobnio e, posteriormente, o0s cristais de beta-
lactoglobulinas foram obtidos por dialise da mistura de proteinas de sobrenadante em pH
5,2.

Block e Weiss (1955) empregaram a cromatografia quantitativa em papel, pelo
método da méxima densidade de cor, calculando as composi¢cdes em aminoacidos das
formas cristalinas da beta-lactoglobulinas, e da alfa-lactalbumina, mostrando diferencas
substanciais entre elas. Os autores concluiram que o método empregado foi eficiente,
pois os resultados concordaram a literatura, principalmente quanto a alfa-lactalbumina.
Quanto a beta-lactoglobulina, as quantidades obtidas para arginina, histidina, leucina,
isoleucina e &cido glutamico, seus valores eram inferiores. A propria literatura consultada
trazia dados discordantes, sugerindo certa heterogeneidade.

Até entdo numerosas investigacdes haviam sido feitas empregando a beta-
lactoglobulina na forma cristalina, revelando heterogeneidade numa proteina considerada
pura. Em geral, era usada uma mistura de leite de diversos animais, assumindo-se que a
beta-lactoglobulina sintetizada pela glandula mamaria seria a mesma em todos 0s
animais, o que poderia ndo ser verdade. Assim sendo Aschaffenburg e Drewry (1955)
empregaram a eletroforese em papel, utilizando tamp&o barbitona pH 8, 6, 230 V por 16
horas, para examinarem amostras de leite de 70 vacas das seguintes ragas: Shorthorn
(27 vacas), Friesian (22 vacas), Ayshire (12 vacas) e Guernsey (9 vacas). Observou-se
gue, diferentes vacas produziam uma mistura de duas distintas fracbes de beta-
lactoglobulina ou apenas uma delas. Os dois componentes foram chamados de b 1, o
mais rapido, e b 2 o de migracdo mais lenta. O tipo de beta-lactoglobulina, produzido por

um dado animal, se manteve o mesmo quando examinado em diferentes ocasides,
durante um, dois ou trés periodos de lactagcdo. Na amostra examinada, 30 vacas
apresentaram o padrdo b b 2; 33 b 2, ambos ocorrendo em todas as racgas, e o padrao

beta um apenas na Shorthorn (3) e na Friesian (4). Os autores estudaram ainda oito
pares de gémeas monozigoéticas. Quatro delas eram b 1/b 2, duas b 1 e duas b 2,
sustentando a hipétese de que estas proteinas eram geneticamente determinadas. Com

base nos resultados da eletroforese, os autores prepararam amostras cristalinas puras de
b 1 e b 2 — lactoglobulinas. Observaram que os cristais formados pelab 1 apresentavam



formas retangulares idénticos aos descritos por Palmer (1934), enquanto que b 2 formava
cristais tipo diamante.

Para estudarem a ocorréncia de diferentes padrdes de beta-lactoglobulinas e a
possibilidade de um controle genético destas variantes, Aschaffenburg e Drewry (1957)
empregaram a eletroforese em papel, pH 8,6 de amostras de leite de 278 vacas das ragas
Shorthorn (87), Friesian (87), Guernsey (27), Ayshire (54) e cruzados (23), incluindo 24
pares de gémeas. Os autores propuseram uma alteracdo na nomenclatura, tendo em
vista o provavel controle genético dos componentes b 1 e b 2. Desta forma as proteinas
poderiam ser chamadas de beta-lactoglobulina A, ao invés de b 1, beta-lactoglobulina B,
ao invés de b 2 e beta-lactoglobulina AB ao invés de 1,2. Os animais poderiam ser
descritos como de fenétipos para beta-lactoglobulina A/A, B/A ou B/B, e gendtipo Lg"/Lg®
por exemplo, usando a notagdo Lg como simbolo do loco do gene que acreditavam estar
envolvido.

Além das variantes A e B, outros dois componentes de menor mobilidade foram
encontrados; a fracdo com mobilidade um pouco menor que a fragdo B foi chamada de C
uma vez que 0s autores presumiram ser esta a variante descrita por Bell (1962). O
componente mais lento foi chamado D

Mckenzie (1967) fez uma extensa revisdao sobre a quimica, a fisica e a genética
das proteinas do leite, e afirmou que a beta-lactoglobulina é um exemplo fascinante de
evolucdo bioquimica onde pequenas trocas na composi¢cdo em aminoacidos provocaram
sensiveis alteracbes em suas propriedades. Fazendo-se uma comparagdo entre as
composi¢des em aminodcidos das variantes genéticas de beta-lactoglobulina, a variante A
difere da B por +1 &cido aspartico; +1 valina, -1 glicina e —1 alanina, enquanto que a C
difere da B por +1 histidina e -1 acido glutdamico. A variante D; € idéntica a variante A,
contendo, entretanto, &cido sialico e glicosamina. Segundo o revisor alguns autores
afirmam que as substituicdes de aminoacidos ndo acontecem nas regides terminais das
cadeias. Das beta-lactoglobulinas descritas apenas a variante A forma um octamero em
pH 4,6 a baixas temperaturas. Esta propriedade parece estar associada com um residuo
extra de acido aspartico por mondbmero desta molécula. As beta-lactoglobulinas
apresentam, predominantemente a forma demérita quando em concentracdes moderadas
e na regido préxima de seu ponto isoelétrico. A tendéncia a dissociar-se dessa forma
depende do pH, da temperatura e da forca ibnica do tampao que a contiver. A alfa-



lactalbumina por sua vez, apresenta interessantes propriedades de transporte de ions,
polimerizagéo e solubilidade, sendo que a tendéncia a polimerizagdo é mais intensa em
pH é&cido (5,0) que em alcalino. O indice de formacdo de componentes pesados diminuiu
com a diminuigcdo do pH, da forca ibnica e da temperatura. E, baixos pHs a polimerizagdo
observada pode ser invertida rapidamente pelo ajuste do pH através de solugbes ou géis
acima do pl (5,1). Surpreendentemente o abaixamento o pH, ao redor de 3,8 resulta num
decréscimo do indice de polimerizagéo (fato que contraria consideracdes eletrostaticas).
Segundo o autor, o baixo peso molecular (16.000 daltons) e a possibilidade do isolamento
de polimorfismos genético-bioquimicos torna esta proteina muito interessante para
estudos futuros.

No tocante a beta-lactoglobulina, os revisores admitiram a ocorréncia das trés
variantes A, B e C, cujas composicbes em aminoacidos ja foram determinadas,
confirmaram também a presenca da variante D e de variantes adicionais encontradas na
raca Droughtmaster, na Australia, que se acredita serem alelos das variantes A e B,
designados por A, e Bp,. Ja foi confirmada a contaminacédo por carboidratos, na variante
Ap, ndo havendo informacgdes mais consistentes que justifiguem alteracdes substanciais
na nomenclatura. Devido aos avan¢os na imunologia, profundas modificagcdes foram feitas
na fracdo de euglobulinas e pseudoglobulinas. O termo Imunoglobulina vem substituir os
termos “imunolactoglobulinas”, “gama-globulinas”, “euglobulinas”, “pseudo-globulinas” e
“T-globulinas”. No leite bovino, ocorrem trés classes antigenicamente distintas de
imunoglobulinas, sendo designados por IgM (gama-M), IgA (gama-A) e IgGl e IgG2.
Maiores detalhes podem ser obtidos em Rose, Bruner e Kalan (1970).

Com o objetivo de se buscar marcadores genéticos que possam ser empregados
em Zootecnia, Singh, Bhat e Singh (1981) estudaram uma possivel associacdo entre
gendtipos polimérficos protéicos e caracteristicas de producdo, em vacas mesticas
Holstein x Hariana e Holstein x Sahiwal. Os sistemas polimérficos estudados foram
albumina, amilase, ceruloplasmina, hemoglobina, transferrina, beta-lactoglobulina e beta-
caseina. As caracteristicas econdémicas estudadas foram: peso ao nascer, ao primeiro
més, ao terceiro més, ao sexto més, ao primeiro ano, ganho de peso diario durante 6 a 12
meses, idade ao primeiro parto, producdo de leite a primeira lactacdo e duracdo de
lactacdo. Genotipos de ceruloplasmina afetaram a producdo de leite e o periodo de
lactagdo enquanto que os gendtipos de albumina influenciaram o peso ao nascer e a

persisténcia em lactagdo em Friesian x Sahiwal e Friesian x Hariana. Animais de fenotipos



Cp AA e Alb Ab tiveram desempenho superior a CpCC e Alb AC. Segundo o0s autores, 0S
gendtipos de albumina sdo resultados de cruzamentos. O gado zebuino mantém as
frequéncias de determinados alelos de proteinas polimérficas em niveis bem baixos,
diferentemente do taurino, 0 que pode possivelmente conferir alguma vantagem no
ambiente tropical. Assim sendo, as associagdes observadas em zebuinos ndo devem ser
as mesmas observadas em populagdes européias. As relacdes entre genes marcadores e
caracteristicas quantitativas, sdo devidas principalmente a efeitos pleiotropicos ou
ligacdes, sendo que a hipétese de ligacdo € uma explicacdo mais apropriada.

Giesecke e Osterhoff (1986) estudaram 796 vacas da raca Friesland de oito
rebanhos comerciais na Africa do Sul. Observaram que a heranca da resisténcia ou da

BN

susceptibilidade a mastite séptica, diferia quanto ao fenétipo de beta-lactoglobulinas.
Havia um aumento significativo de individuos resistentes a mastite com gendtipos
heterozigotos para o loco citado.

Ramos et al (1992) obtiveram dados de animais da raca Guzerd, caracterizando o
polimorfismo bioquimico existente entre animais de uma mesma raca A eletroforese de
soro lacteo, em gel de poliacrilamida em disco, demonstrou um padréo de cinco bandas
enquanto que um dos animais apresentou seis bandas. Esta alteragdo ocorreu ao nivel
das beta-lactoglobulina.

Define-se mastite como um processo inflamatorio da glandula mamaria, aguda ou
cronica, sendo mais freqiientes em ruminantes. Caracterizam-se por alteracdes fisicas,
guimicas e bacteriolégicas do leite.

Segundo Sordillo, Shafer-Weaver e Rosa (1997), a glandula mamaria contém
componentes bacteriostaticos que trabalham independentemente e juntos com as
imunoglobulinas, além de fatores celulares que protegem a glandula mamaria. Estes
fatores incluem a lactoferrina, complemento, lisozima e o sistema peroxido hidrogénio-
tiocianato-lactoperoxidade.

Ha evidéncias de que a atividade dos neutréfilos no leite € menor do que aquela
da corrente sanguinea, pois fagocitam particulas de caseina e gl6bulos de gordura
preferencialmente, tendo consequientemente menor atividade bactericida (CIFRIAN et al.,
1996).

Ha também o fato de que a prépria caseina inibe a atividade bactericida lisossomal
“in vitro”. Apesar destas limitagfes, a atividade fagocitaria dos neutrofilos, é a defesa
primaria mais eficaz da mama (COLDITZ ; WATSON, 1985).



Segundo Cifrian e Marquardt (1996) o célcio e magnésio bivalentes, além da
caseina, foram efetivos como inibidores dos danos das células mamarias, causadas pelos
danos de toxinas nas vacas acometidas por Staphylococcus aureus. Desta forma, de
acordo com Ramos (1992), a caseina, o calcio e 0 magnésio podem ser considerados
como defesa contra efeitos citotoxicos das toxinas bacterianas e vacas heterozigotas
podem ter mais calcio e caseina na composicdo do leite. Assim sendo, animais
heterozigotos poderiam ser resistentes a mastite.

Colditz e Watson (1985), destacam que programas de melhoramento genético em
vacas de leite na América do Norte focam principalmente a producao de leite com énfase
nas caracteristicas de conformacédo. Considerando que estes autores verificaram que
existe uma correlagdo genética negativa entre a capacidade de producéo de leite e a
resisténcia a mastite, as duas caracteristicas devem ser consideradas num programa de
melhoramento para se otimizar a producdo. A SCC é também usada em varias regifes
para incentivar pagamentos para baixa SCC ou penalidades para alta SCC. Sugere ainda
gue o uso apropriado da SCC e de avaliacdes genéticas pode prevenir um aumento da
incidéncia de mastite associado com a sele¢do por producdo ou por possiveis médias
para aumentar a resisténcia a mastite.

Programas de vacinacéo estdo sendo usados para potencializar o sistema imune
do animal a um antigeno especifico. Aumento dos titulos de anticorpos no leite sdo
efetivos para diminuir a severidade da doenga, mas nédo tem efeito para prevenir uma
nova infeccdo. A tecnologia da vacina contra mastite tem melhorado consideravelmente
nos ultimos anos, mas a vacina nao € completamente usada em programas de controle
(SORDILLO, 1997).

Desta forma, o presente trabalho objetivou identificar a ocorréncia do polimorfismo
genético bioguimico nas proteinas sanglineas (Hemoglobinas, Transferrinas e
Albuminas), e a proteina do leite, Beta Lactoglobulina, tentando associa-lo a ocorréncia de

mastite em vacas da raca Holandés.

O capitulo 2, denominado POSSIVEIS ASSOCIACOES ENTRE MARCADORES
GENETICO-BIOQUIMICO E SENSIBILIDADE A MASTITE EM VACAS DA RACA
HOLANDES, PURA POR CRUZAMENTO, VARIEDADE MALHADA DE PRETO, EM

AMBIENTE TROPICAL, apresenta-se de acordo com as normas para publicacdo na



revista Arquivo Latino Americano de Producdo Animal. Neste trabalho pretendeu-se
empregar técnicas de marcadores genético-bioquimicos com estudo de proteinas

possivelmente associados a ocorréncia de mastite.
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POSSIVEIS ASSOCIACOES ENTRE MARCADORES GENETICO-BIOQUIMICOS E
SENSIBILIDADE A MASTITE EM VACAS DA RACA HOLANDES, PURA POR

CRUZAMENTO, VARIEDADE MALHADA DE PRETO, EM AMBIENTE TROPICAL

Resumo

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria, aguda ou cronica,
freqUente em ruminantes, sendo consideraveis as perdas econdémicas por tal patologia,
por desencadear indmeros problemas sanitarios para a pecuaria leiteira. Portanto, a
andlise do polimorfismo dessas proteinas constitui-se numa importante ferramenta para o
melhoramento genético do rebanho leiteiro. Neste trabalho, foram analisadas possiveis
associacdes entre o polimorfismo bioquimico das hemoglobinas, transferrinas, albuminas
séricas e beta lactoglobulinas e freqiiéncia de mastite em vacas da raca Holandés, num
rebanho controlado, mantidas em ambiente tropical. Embora n&o tenha sido constatada
diferenca significativa entre as frequiéncias de polimorfismo bioquimico das proteinas
entre as duas populagdes estudadas, propde-se a realizagdo de novos estudos na area
de biologia genética para que os dados que forem obtidos poderdo ser empregados na
orientagcdo de programas de manejo e de melhoramento com vistas a resisténcia a

mastite.



POSSIBLE ASSOCIATIONS BETWEEN GENETIC-BIOCHEMICAL MARKERS AND
SENSIBILITY MASTITIS IN COWS OF THE DUTCH RACE, PURE FOR CROSSING,

MAILED VARIETY OF BLACK, IN TROPICAL ATMOSPHERE

Abstract

Mastitis is an inflammatory process of the mammary gland, sharp or chronic;
frequent n ruminant, being considerable the economical losses for such pathology, for
unchaining countless sanitary problems for the livestock milk pan. Therefore, the analysis
of polymorphism of those proteins is constituted of an important tool for the flock milkman's
genetic improvement. In this work, possible associations were analyzed among the
biochemical polymorphism of the hemoglobins, transferrins, serum albumins and beta
lactoglobulins and mastitis frequency in cows of the Dutch race, in a controlled flock,
maintained in tropical atmosphere. Although it has not been verified significant differences
among the frequencies of biochemical polymorphism of the proteins among the two
studied populations, intends the accomplishment of new studies in the area of genetic
biology so that the data that be obtained can be used in the orientation of handling

programs and of improvement with views to the resistance the mastitis.



Introducéo

A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria, aguda ou crbnica, e de
grande importancia num rebanho leiteiro pela diminuicdo significativa que provoca na
producéo de leite. A redugdo do custo de mastite bovina é necessaria para manter 0os
produtores leiteiros economicamente competitivos e o0 custo dos produtos lacteos
razoavel. Entretanto, os métodos atuais para reduzir a incidéncia de mastite contam com
medidas profilaticas e terapéuticas que néo sao totalmente efetivos. Este é o motivo pelo
guais outros métodos de controle sdo necessérios, e uma abordagem é melhorar a
resisténcia genética natural das vacas a patégenos do Ubere (DETILLEUX, 2002).

Devido ao grande numero de casos subclinicos, o diagnostico depende
amplamente de testes indiretos, que, por sua vez, dependem do conteudo de leucécitos
do leite. As perdas econémicas pela mastite sao totais, causando diminui¢cdo na qualidade
e da producéo de leite, gastos com medicamentos, assisténcia técnica e reposicao de
animais. Diversas estratégias de melhoramento animal aliadas ao desenvolvimento de
técnicas de genética molecular, resultaram em aumento da producdo e modificacdo da
composicao do leite, melhorando sua qualidade (DEL LAMA e ZAGO, 1995).

O polimorfismo das proteinas do leite pode estar relacionado com producéo,
composigdo, e qualidade do leite. Assim sendo, a identificacdo de marcadores genéticos
bioquimicos tem ampla aplicagdo em programas de selec¢éo.

A partir da descoberta do polimorfismo bioquimico de proteinas, um grande
interesse surgiu na tentativa de se verificar possiveis associacoes entre os dferentes
tipos de proteinas e caracteristicas de producéo e reproducao animal.

Varios estudos eletroforéticos tém sido realizados para se detectar associacdes
entre genes, considerados marcadores genéticos, e caracteristicas de interesse
zootécnico, além de caracteres adaptativos e econdmicos. Tais associa¢cdes também séo
de grande valia para o estudo da origem, evolucéo, estrutura, adaptacdo e programas de
selecao (DOSTAL, 1970; SINGH; BHAT; SINGH,R.,1981).

Além disso, para estudo de melhoramento animal, é importante o conhecimento da
relacéo genética existente entre as diversas racas. Os marcadores genéticos bioguimicos
séo considerados ferramentas Uteis para os melhoristas, pois, além de fornecer subsidios
para o calculo da distancia genética, podem estar associados a caracteristicas desejaveis
do ponto de vista zootécnico (RAMOS, 1992).



As duas variantes de hemoglobinas encontradas nos bovinos foram primeiramente
descritas por Cabannes e Serain (1955). O tipo mais comum (HbA) € identificado por uma
zona detroforética de migragéo lenta e o outro tipo menos freqlente, caracterizada por
uma zona eletroforética que migra com maior rapidez (HbB). Os animais heterozigotos
apresentam as duas zonas, sendo, portanto um caso de codominancia.

Khanna (1973) mostrou que o polimorfismo da hemoglobina apresenta trés
fendtipos: AA, BB e AB, o0s quais estdo presentes nas racas zebu indianas. A
hemoglobina B est4d em alta freqiiéncia nas racas indianas, podendo ser considerada
como uma prova de adaptacdo genética ao meio ambiente e estar correlacionada a
tolerancia ao calor, taxas metabdlicas e resisténcia a doencas.

Larsen e Thymann (1966) investigaram o polimorfismo da hemoglobina por
eletroforese horizontal em gel de amido testando amostras de 2067 animais das racas
Gir, Guzera, Nelore, Indubrasil e Tabapud, os quais exibiram alta freqiiéncia dos alelos
HbA e HbB, indicando que as populacfes estdo em equilibrio genético.

Ashton (1959), Osterhoff e Heerden (1964) e Osterhoff e Neethling (1969)
postularam que as racas apresentando o alelo Tf em alta frequiéncia, caracterizariam
animais com boa resisténcia ao estresse climatico e, assim, individuos homozigotos Tf*
seriam mais resistentes ao calor que os homozigotos Tf* e Tf°; por outro lado, os
gendtipos T/Tf" e TIYTI estariam correlacionados com pouco ganho de peso e baixo
coeficiente de conversédo alimentar (OSTERHOFF ; NEETHLING, 1969).

Pelo menos 10 alelos autossémicos codominantes, foram descritos em bovinos, a
saber: Tf", T, T2, T, T 1% T, T, Tff e T°, de acordo com a mobilidade
eletroforética, em ordem decrescente, em gel de amido, sendo EE e DE os mais
frequientes (SINGH ; BHAT; SINGH, 1981).

O polimorfismo da albumina foi detectado inicialmente por Ashton (1964) e Braend
e Efremov (1965) que descreveram duas bandas distintas denominadas AlbA e AlbB,
controladas por dois genes autossémicos codominantes. Posteriormente, outros tipos de
albuminas foram identificados: G, D, E, F (Zambia), C e X, sendo os alelos denominados
por Alb* e Alb® e de Alb” e Alb®. Soos (1971) estudando uma raca de gado hingaro,
descobriu um novo fenétipo de albumina, que denominou de AlbH9.

De acordo com Putnam (1965) 43% das proteinas séricas de bovinos sao
constituidas de albuminas, umas das proteinas de maior mobilidades eletroforética.

Kaneko e Cornelius (1970) verificaram que, quando um animal fica doente, geralmente a



alteracdo mais acentuada € a da fracdo de albumina. Segundo esses autores, o nivel das
proteinas plasmaticas em um animal normal é também um perfil relativamente constante,
e essa constancia € controlada geneticamente.

Além das variantes A e B, outros dois componentes de menor mobilidade foram
encontrados; a fragdo com mobilidade um pouco menor que a fracdo B foi chamada de C
uma vez que os autores presumiram ser esta a variante descrita por Bell (1962), e o
componente mais lento foi chamado D
Giesecke e Osterhoff (1986) estudaram 796 vacas da raca Friesland de oito rebanhos
comerciais na Africa do Sul. Observaram que a heranca da resisténcia ou da

Y

susceptibilidade a mastite séptica, diferia quanto ao fenétipo de beta-lactoglobulinas.
Havia um aumento significativo de individuos resistentes a mastite com gendtipos
heterozigotos para o loco citado.

Desta forma, no presente trabalho pretendeu-se empregar técnicas de Marcadores
Genético Bioguimicos com estudo de proteinas possivelmente associados a ocorréncia de

mastites.

Material e Métodos

Foram utilizadas 60 vacas da ra¢ca Holandés, do rebanho da Fazenda Agua Limpa,
da UNIMAR, localizada no municipio de Marilia, estado de S&o Paulo. O rebanho em
estudo tem um eficiente controle zootécnico referente a ascendéncia, parentesco, controle
higiénico-sanitario e produgdo. Os animais constituiram dois grupos, resistentes e
sensiveis, sendo que no primeiro h4 animais isentos de hfec¢cdo nas mamas e no
segundo animais portadores de infeccao e/ou com histérico prévio registrado.

As amostras de sangue e leite colhidas foram analisadas no Laboratério de
Fracionamento de Proteinas do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de
Biociéncias (IB).

Amostras de 10 ml de sangue foram coletadas da veia jugular, de cada animal, e
acondicionadas em tubo estéril com anticoagulante. Durante o transporte do local da
coleta até o laborat6rio, as amostras foram mantidas sob refrigeracéo.

As amostras de leite foram obtidas pela ordenha parcial das vacas no periodo da
tarde (segunda ordenha), em frascos estéreis de 50 mL. Posteriormente as amostras
sofreram refrigeracdo e foram transportadas ao Laboratério de Fracionamento de

Proteinas, para posterior processamento.



A técnica de processamento da hemoglobina teve a finalidade de obter um
sobrenadante formado principalmente de hemoglobinas destromatizadas, uma fase
intermediaria composta por membranas celulares e um fundo contendo cloroférmio.

Quando da utilizagdo das amostras de plasma sanguineo (transferrina e albumina
sérica), estas foram descongeladas a temperatura ambiente, submetidas & dosagem de
proteinas pelo método de biureto (VILLELA; BACILA; TASTALD, 1973), subdivididas em
aliquotas e acondicionadas em frascos de 1,5 ml, para maior facilidade de manipulagéo.

As amostras de leite foram submetidas a uma acidificagdo com acido acético 10%,
até pH 4.7, havendo assim a precipitacdo da caseina. ApGs a coagulacdo da caseina, as
amostras de leite foram submetidas a centrifugacao em centrifuga refrigerada (COLDITZ,
WATSON, 1985) a 3000 G durante 15minutos. O sobrenadante, foi filtrado e mantido em
congelador, em frascos tipo ependorf, para posterior emprego na identificacdo dos
fendtipos das Beta lactoglobulinas.

A dosagem das proteinas plasmaticas foi realizada pela reacdo de biureto. A
absorbancia foi medida em 540 nm empregando-se um Espectrofotdmetro Ultrospec 2000
da Pharmacia Biotech e depois calculada a quantidade de proteina de cada amostra de
soro pela interpolacéo do resultado numa curva de calibragéo previamente construida.

A corrida eletroforética em gel de agar-amido foi realizada imediatamente apos a
extracdo e purificagdo das amostras. A corrida eletroforética foi feita em cuba horizontal
contendo solugdo tampé&o Borato pH 8,6. A cuba de eletroforese foi conectada a uma
fonte (EPS 600 — Pharmacia — Biotech) programada nas seguintes condi¢fes: 100V,
100w, 30mA. O tempo de corrida foi de sessenta minutos.

As imagens obtidas foram armazenadas em sistema de fotodocumentacéo, VDS
— Pharmacia, empregando o programa computacional Image Master — VDS — Pharmacia.

Para a determinacdo dos padrbes eletroforéticos das proteinas do plasma
sanguineo (transferrinas e albuminas) e da beta-lactoglobulina, foi utilizada a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida vertical, alcalina (pH 8,3), em sistema descontinuo
de tampdes alcalinos, descrita por Hames e Rickwood (1990) e Gahne; Juneja; Groumus.
(1986), empregando-se o gel de empilhamento na concentracdo de 4% e o gel de
separacdo na concentracdo de 11%.

As solucbes 1, 3, 4, HO deionizada e TEMED descritas no Anexo A, foram
misturadas nas proporcdes descritas no Anexo B para a concentracdo desejada, num

volume total de 20 mL.



As solucdes 1, 2, 5, HO deionizada e TEMED, descritas no Anexo A, foram
misturadas nas proporgdes indicadas no Anexo B para obtencdo da concentracdo
desejada, totalizando 20 mL de solucéo, estocada a 4°C.

A eletroforese foi realizada em corrida constante, mantendo inicialmente a
diferenca de potencial de 100 V com 10 mA, até que o indicador azul de bromofenal,
atinja o gel de separagdo. Em seguida a voltagem foi elevada para 250 V com cerca de 25
mA. O tempo total de corrida foi de 8:30 horas e realizada sob refrigeracéo (4°C).

ApoOs o término da corrida eletroforética os géis foram cuidadosamente removidos
dos moldes de vidro e mergulhados em solucédo fixadora por 20 minutos e solucéo
descorante por 2 minutos. Em seguida, os géis foram corados com solucdo corante
Comassie Blue R 250, em banho-maria a 60°C, por 10 minutos e descorados com solugdo
descorante, por 40 minutos, renovando-se a solu¢do apds os primeiros 20 minutos,
conforme técnica descrita em ACRILAMIDE §.d.]. Apbs a descoloracao, os géis foram
mantidos em solucao conservante até a desidratacdo (ANEXO C)

Para hidratacdo, os géis foram imersos em solucdo de acido acético a 7%,
glicerina a 10% e agua destilada. A seguir, foi feita a desidratacéo para estocagem dos
géis.

As placas desidratadas digitalizadas através do Image Master VDS — Pharmacia
LKB, foram comparadas com eletroferogramas disponiveis na literatura e submetidas a
contraprova, adotando o critério da mobilidade eletroforética relativa, com amostras do
Banco de Proteinas do Laboratério de Eletroforese do Departamento de Fisica e Biofisica,
IB, UNESP de Botucatu.

Para as analises estatisticas, os animais foram separados em dois blocos sendo
caracterizados como duas populagdes. A populacdo P1, formada por vacas que nunca
apresentaram mastite (Grupo Resistente) e a populacdo P2, por vacas de terceira a
quinta lactacdo, que sempre apresentam mastite (Grupo Sensivel). As andlises levaram
em consideracao a ocorréncia determinados alelos que, se tiverem alguma relagdo com a
ocorréncia de mastites, suas freqiéncias diferenciardo as populacdes em questdo. O
programa computacional TFPGA (Tools for Population Genetis Analisys) foi empregado
para as analises de Estatistica Descritiva Populacional, calculando as frequéncias alélicas
e os graus de heterozigosidade, Equilibrio de Hardy-Weinberg e o teste de X* simultaneo
para testar uma possivel associagdo do conjunto dos locos em estudo com a ocorréncia

de mastite.



Resultados

Neste trabalho foram encontrados dois padrdes eletroforéticos de hemoglobinas;
um apresentando apenas uma banda lenta, sendo os animais portadores desse padréo
considerados homozigotos A, e 0 segundo, representado por apenas uma vaca que
apresentou duas bandas, sendo a segunda banda (banda B) mais rapida, sendo este

animal considerado heterozigoto (Figura 1). As freqiiéncias alélicas estdo apresentadas

na Tabela 1.

Figura 1: Padrbes eletroforéticos de hemoglobinas obtidos em gel de Agar —amido, num
sistema descontinuo de tampdes alcalinos. A amostra 2 representa uma vaca
heterozigota AB. As demais aplica¢Bes representam vacas homozigotas AA.



Tabela 1 FreqglUéncias alélicas e genotipicas de Hemoglobinas em vacas da raca
Holandés, variedade preto e branco, separadas por grupos: 1 resistente a
mastite e 2, sensivel.

Populagéo Alelos Frequéncias Gendtipos Frequéncias
1 A 0.9833 AA 0.9668
Resistentes B 0.0167 AB 0.0328
BB 0.0000
2 A 1.0000 AA 1.0000
Sensiveis B 0.0000 AB 0.0000
BB 0.0000

Grau de heterozigosidade Popl: 0.0328

As transferrinas apresentaram, no rebanho em estudo, trés alelos diferentes, os
quais codificam trés bandas de proteinas cada um, migrando na regido das Beta-
globulinas, por¢éo intermediaria do gel.

De acordo com a literatura consultada, o alelo A apresenta a menor mobilidade
relativa, sendo o alelo D de mobilidade intermediaria e o alelo E o de maior mobilidade.

Foram encontrados o0s seguintes fenétipos nas populacdes em questédo: DD, AE,
DE e EE (Figura 2), sendo que as freqiiéncias relativas, bem como suas frequéncias
alélicas se encontram na Tabela 2.
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Figura 2: Padrbes eletroforéticos de Transferrinas obtidos em gel de Poliacrilamida com
10% de concentracdo no gel separador, num sistema descontinuo de tampdes
alcalinos. As amostrasl, 4, 6, 13 e 15 representam vacas homozigotas DD; as
amostras 2,11 e 12 representam vacas heterozigotas AE; as amostras 3,5 e 8



representam vacas heterozigotas DE e as amostras 7, 9 10 e 14 representam
vacas homozigotas EE.
Tabela 2 Frequéncias alélicas e genotipicas de Transferrinas em vacas da racga
Holandés, separadas por grupos: 1 resistente a mastite e 2, sensivel.

Populagéo Alelos Frequéncias Gendtipos Frequéncias
1 A 0.0500 DD 0.4225
Resistentes D 0.6500 AE 0.0300
E 0.3000 DE 0.3900
EE 0.0900
2 A 0.0167 DD 0.3803
Sensiveis D 0.6167 AE 0.0122
E 0.3667 DE 0.4523
EE 0.1345
Grau de heterozigosidade Popl: 0.4850 Pop2: 0,4850

As amostras de albumina, no rebanho em estudo se mostraram monomoérficas, s6
apresentando um tipo de albumina, sendo as vacas consideradas homozigotas A, como
demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Padrdes eletroforéticos de Albumina obtidos em gel de Poliacrilamida com 10%
de concentracdo no gel separador, num sistema descontinuo de tampdes
alcalinos. Todas as amostras representam vacas homozigotas AA.



As Beta lactoglobulinas apresentaram no rebanho em estudo a ocorréncia de trés
padrdes eletroforéticos.

Observou-se que a maioria dos animais das populagbes 1 e 2 apresentou bandas
AB, sendo considerados heterozigotos. A seguir observou-se maior ocorréncia das
bandas BB, seguidas das bandas AA, sendo estes homozigotos (Figura 4). As
frequiéncias alélicas estdo apresentadas na Tabela 3.
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Figura 4: Padrdes eletroforéticos de Beta lactoglobulinas obtidos em gel de poliacrilamida
com 10% de concentracdo no gel separador, num sistema descontinuo de
tampdes alcalinos. As amostrasl, 2, 3 e 8 representam vacas heterozigotas
AB, as amostras 4 e 7 representam vacas homozigotas BB e as amostras 5 e
6 representam vacas homozigotas AA.

Tabela 3 Frequéncias alélicas e genotipicas de Beta lactoglobulinas em vacas da raca
Holandés, separadas por grupos: 1 resistente a mastite e 2, sensivel.

Populagéo Alelos Frequéncias Gendtipos Frequéncias
1 A 0.5167 AB 0.4994
Resistentes B 0.4833 AA 0.2669
BB 0.2335
2 A 0.4333 AB 0.4911
Sensiveis B 0.5667 AA 0.1877
BB 0.3211

Grau de heterozigosidade Popl: 0.4994 Pop2: 0.4911



Para o efeito de andlise de uma possivel influéncia do conjunto dos locos
estudados sobre a ocorréncia de mastites, foi calculado o X na anélise simultanea das
populacdes.

O resultado obtido foi de X°= 2,7425, com 6 graus de liberdade, p=0,8404; portanto

nao significativo.

Discusséao

Em nosso estudo as variagcdes encontradas para as hemoglobinas, em bovinos,
foram semelhantes as descritas por Cabannes e Serain (1955), em que se pode observar
as ocorréncias de duas variantes hemoglobinicas, denominadas de HbA e HbB, que
diferem entre si pela velocidade de migragcéo, quando submetidas a eletroforese.

Khanna (1973) demonstrou que os polimorfismos das hemoglobinas apresentam
trés fendtipos: A, B e AB, em ragas zebu-indianas, revelando que a hemoglobina B pode
ter uma correlacdo com resisténcia a doencas. Estes dados diferem para os fenétipos
encontrados em nosso trabalho, em que as vacas européias ndo apresentaram 0 mesmo
resultado, sendo que a maioria das vacas aprese

Nossos dados diferem daqueles citados por Larsen e Thymann (1966) que
investigaram o polimorfismo da hemoglobina por eletroforese em gel de amido, em 2067
animais das racas Gir, Guzera, Nelore, Indubrasil e Tabapud, e observaram que estes
animais exibiram elevada frequéncia dos alelos HbA e HbB, indicando que as populagbes
estdo em equilibrio genético.

Com relagéo a transferrina, nossos dados revelaram a existéncia de somente trés
alelos, A, D, e E. Observou-se maior ocorréncia dos alelos D e E, tanto nos animais da
populacdo 1 quanto da populacdo 2. Nossos dados estdo parcialmente de acordo com
aqueles citados por Singh; Bhat e Singh, R. (1981) que pesquisando a transferrina em
soro de vacas, encontraram como fenétipos mais frequientes EE e DE.

Apesar de inexistirem dados na literatura relacionando a ocorréncia de mastite
com a frequéncia de aparecimento dos alelos da transferrina, pode-se considerar que
animais que apresentam o alelo D estdo relacionados a maior producéo leiteira como

citado por Larsen e Thymann (1966).



Osterhoff e Heerden (1964) caracterizaram que as ragas bovinas que possuiam
alta tolerancia climatica apresentaram maior freqiiéncia do alelo E, e concluiram que pode
existir uma associacdo entre o alelo D e a producdo de leite e o alelo A para ganho de
peso; o que pode ser a possivel explicagdo para as freqiéncias de transferrinas
encontradas neste trabalho, pois 0s animais utilizados tém histérico de alta producdo de
leite.

Ashton (1964) e Braend e Efrenov (1965) descreveram duas bandas distintas em
bovinos denominadas de AlbA e AbB. Em nosso estudo de polimorfismo genético das
albuminas pode-se observar diferenca entre as literaturas citadas onde se encontrou em
todas as amostras apenas a banda A, sendo esses animais homozigotos e monomorficos.

Kaneko e Cornelius (1970) verificaram que quando os animais apresentam-se
doentes, a alteracdo mais acentuada é a da fracdo da albumina, e dentro dos nossos
estudos a populacdo 2 apresentaram animais com metabolismo alterado (mastite), e na
populacdo 1 animais sadios, ndo tendo diferencas nas amostras avaliadas de
concentracéo de albumina.

Com relacdo a beta-lactoglobulina, 0os bovinos pesquisados em nosso experimento
apresentaram os tipos A, B e AB, o0 que contradiz com os dados de Bell (1962), em que
foram encontrados os fenétipos C e D. A beta-lactoglobulina D apresenta mobilidade em
gel mais lenta, e a tipo C apresenta mobilidade intermediaria entre D e B.

De acordo com Giesecke e Osterhoff (1986), animais que possuem gendtipos
heterozigotos tém maior resisténcia ao desenvolvimento da mastite, visto que ha uma
correlagdo entre a herancga e susceptibilidade a mastite de acordo com o fenétipo da beta-
lactoglobulina. Em nosso estudo, observou-se que 0s animais da populagdo 1
(resistentes) apresentaram maior frequiéncia de heterozigose quando comparados com 0s
animais da populagdo 2 (sensiveis), apesar de ndo haver diferenca significativa entre os
grupos populacionais, considerando a estatistica. Estes dados nos permitem discutir a
importancia da caracterizacdo eletroforética da beta-lactoglobulina para identificacdo de
animais susceptiveis a mastite.



Conclusdes

De acordo com as condi¢cdes em que foi realizado este estudo, pode-se verificar
que:

- ndo existe relacdo entre os niveis sanguineos de hemoglobina, transferrina e
albumina com a ocorréncia de mastite em bovinos da raca Holandés;

- a caracterizacdo eletroforética da beta-lactoglobulina no soro lacteo pode se
tornar uma medida util na identificacdo de animais susceptiveis ou ndo a mastite, se
acompanhada de métodos laboratoriais de caracterizacéo eletroforética;

- a escassez de dados cientificos referentes a importédncia dos marcadores
genético-bioquimicos das proteinas no desenvolvimento da mastite ndo nos permitiu a
obtencéo de analises comparativas do rebanho em estudo;

- mais estudos devem ser realizados no campo do melhoramento genético para
gue se possa identificar os marcadores genético-bioguimicos que tenham correlacdo com
a ocorréncia de mastite no rebanho leiteiro.
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Anexos

Anexo A — Tabela das formulas das solu¢des estoque para o preparo do

(géis espacador e separador) e da solugéo tampéo eletrodo.

meio suporte

CODIGO COMPONENTES QUANTIDADE PH
1 Acrilamida 30,09
BIS 08¢
H,O g.s.p. 100 mL
2 HCI 1N 48,0 mL
TRIS 6,00 mL 6,8
TEMED 0,46 mL
H.O g.s.p. 100 mL
3 HCI 1N 48,0 mL
TRIS 36,6 mL 8,8
TEMED 0,23 mL
H.O g.s.p. 100 mL
4 Persulfato de Amonio 150¢g
H.O g.s.p. 100 mL
5 Riboflavina 0,004 g
H,O g.s.p. 100 mL
6* TRIS 6,09 8,3
Glicina 28,89
7 H.O

Diluir 1:10 antes do uso

TRIS - Tris (hidroximetil) aminometano (SIGMA Chemical Company)
TEMED -N, N, N, N’ - tetrametilenodiamina (SIGMA Chemical Company)

BIS - N, N'- metileno - bis - acrilamida (SIGMA Chemical Company)
Persulfato de Amoénio - (NH4), S; Og - (SIGMA Chemical Company)
Acrilamida - (SIGMA Chemical Company)
HCI - Acido Cloridrico - (MERCK)
Riboflavina - (SIGMA Chemical Company)
Glicina - (SIGMA Chemical Company)



Anexo B — Tabela das solugbes utilizadas na Preparacédo do Gel de Poliacrilamida para
volume final de 20 mL.

SOLUCOES QUANTIDADE DE SOLUCAO PARA UM GEL
Gel Empilhador Gel Separador
2,5% 4% 7,5% 11%

Sol. 1 2,5mL 0,38 mL 5,0 7,45 mL
Sol. 2 50mL - - -
Sol. 3

- 0,2 mL 2,25 mL 1,25 mL
Sol. 4

- 0,2 mL 1,2mL 1,00 mL
Sol. 5 2,5mL - - -
TEMED 0,015 mL 0,015 mL 0,015 mL 0,015 mL
agua 10 mL 2,23 mL 11,55 mL 10,3 mL
deionizada

Adaptado de Hames & Rickwood (1990) e Gahne et al. (1977)



Anexo C — Tabela das soluc¢des adicionais, utilizadas nas técnicas eletroforéticas

Solucdes componentes pH
das solucdes
Tampao Tris-Glicina* Tris 6,09 8,3
Glicina 28,89
Agua Deionizada q.s.p 1000 mL
Corante Coomassie Comassie Blue R 250 (0,1%)
Agua Deionizada: Metanol:
Acido Acético (5:4:1)
Descorante Coomassie Agua Deionizada 1000 mL
Alcool Etilico 300 mL
Acido Acético 80 mL
Solvente da Amostra Glicerol 50 %
Tris-Glicina * 50 %
Indicador Azul de Bromofenol 0,05%
(0,59)
Agua destilada 200 mL
Fixador Metanol 150 mL
Acido Acético 36 mL
Agua Deionizada q.s.p. 300 mL
Preservante Glicerol 50 mL
Solugéo Descorante 450 mL

Diluir 1: 10 antes do uso
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